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Ein schneller Nachweis von Clavibacter michiganensis ssp. 
sepedonicus syn. Corynebacterium michiganense ssp. 
sepedonicum (Cms) im Gewebe von Kartoffelknollen und 
Auberginenpflanzen mit der Gas-Chromatographie der Ganzzell­
Fettsäuren 
The rapid detection of Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus syn. Corynebacterium michiganense ssp. 
sepedonicum (Cms) in the tissue of potato-tubers and eggplants by gas-chromatography of whole cell fatty acids 
Von J. Jäger, D. H. Lorenz und K. W. Eichhorn 
Zusammenfassung 
Mit Hilfe der Gas-Chromatographie der Ganzzell-Fettsäuren 
von Gewebeproben kann Cms trotz des Vorhandenseins 
mikrobieller Begleitflora im Kartoffelknollen- bzw. Aubergi­
nenpflanzengewebe nachgewiesen werden. Unter Verwen­
dung der modifizierten Methode von M1LLER und BERGER 
(1985) ist es möglich, den gesamten Nachweis innerhalb von 2 
Stunden durchzuführen. Dabei läßt sich eine große Zahl von 
Proben parallel aufarbeiten. 
Summary 
Using the gas-chrornatography of the whole cell fatty acids of sarnples 
of plant tissue, Cms can be detected in potato-tuber and eggplant 
tissue. The rnodified rnethod of M1LLER and BERGER (1985) allows to 
carry out the whole procedure within 2 hours. A great nurnber of 
sarnples can be prepared parallel. 
Über das Auftreten der bakteriellen Kartoffelringfäule wird 
aus mehr als 30 Ländern der Erde berichtet (LANGERFELD, 
1989). Daß diese Kartoffelkrankheit sich in der Bundesrepu­
blik Deutschland bisher nicht ausgebreitet hat, ist der konse­
quenten Arbeit der Untersuchungsämter zu verdanken. 
Da der Erreger dieser Krankheit, C/avibacter michiganensis 
ssp. sepedonicus (DA v1s et al. ), kurz Cms, latent im Pflanzma­
terial vorliegen kann, werden jährlich mehrere tausend Kar­
toffelgewebeproben auf Befall untersucht um eine Verbrei­
tung der Krankheit zu unterbinden (RADTKE, pers. Mittei­
lung). 
Die Entscheidung ob eine latente Infektion mit Cms vor­
liegt, stützt sich dabei auf Ergebnisse einer sehr langwierigen 
und zuweilen auch unsicheren Untersuchungsprozedur in 
deren Verlauf z.B. der enge Verwandte von Cms, C/avibacter 
michiga11ensis ssp. michiganensis (Cmm) nicht eindeutig von 
Cms unterschieden werden kann (DE BoER, 1982; Commission 
of the European Communities, 1987). 
Basierend auf den positiven Erfahrungen bei dex schnellen 
Identifizierung von Agrobacterium tumefacie11s Biovar 3 
(JÄGER, FRANKMANN, LORENZ und EICHHORN, 1989) sowie 
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den vergleichenden Untersuchungen von GuoMESTAD, HEN­
NINGSON and BuGBEE (1988), wurde die von MILLER und 
BERGER (1985) vereinfachte Methode der Identifizierung von 
Bakterien und zur Detektion von Cms im Kartoffelknollenge­
webe respektive Auberginenpflanzengewebe eingesetzt. 
Material und Methoden 
In die Untersuchungen wurde jeweils eine befallene und nicht­
befallene Kartoffelknolle der Sorten Grata, Isola und Univita 
einbezogen, die von experimentell infizierten Pflanzen stamm­
ten. Die Inokulation der Pflanzen erfolgte mit einem Gemisch 
aus 4 Isolaten von Cms aus dem norddeutschen Raum und 
wurde von Dr. E. Langerfeld (BBA Braunschweig, Institut für 
Pflanzenschutz in Ackerbau und Grünland) durchgeführt. 
Der Nabelbereich der Knollen war bereits für die Untersu­
chung auf Cms nach der konventionellen Methode ent­
nommen. 
Für die vorliegende Untersuchung wurde deshalb mit Hilfe 
eines 4-mm-Korkbohrers Gewebe aus dem Bereich der Gefäß­
bahnen entnommen und 1 g davon aufgearbeitet. Bedingt 
durch die Entnahmetechnik war dabei der Anteil von Knollen­
parenchym sehr hoch. Von den mit den Cms-Isolaten Csl 
(NCPPB 2140), Cs9 und Cs52 (Herkunft Norddeutschland) 
inokulierten Auberginenpflanzen sowie einer mit Ringer­
Lösung inokulierten Kontrollpflanze wurde jeweils 1 g Sten­
gelmaterial aufgearbeitet. 
Referenzstämme wurden von der DSM in Braunschweig 
(Cms: Nr. 1757, Cmm: Nr. 60 k) und von der NCPPB (Cms: 
2140) bezogen. Die Gewebeproben wurden in verschließbare 
Kulturröhrchen überführt, mit 2 ml Reagenz 1 überschichtet 
und 15 Min bei 100 °C im Wasserbad mazeriert und verseift. 
Nach Abkühlung auf Raumtemperatur (RT) wurde das Pflan­
zenmaterial mit einem fettfreien Glasstab zerrieben und 
danach für weitere 45 min bei 100 °C verseift. 
Nach dem Abkühlen auf RT wurden 4 ml Reagenz 2 zuge­
geben, gut durchmischt und in den wiederum dicht verschlos­
senen Röhrchen 10 min bei 80 ± 1 °C verestert. 
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Abb. 1. Fettsäureprofil von 
nichtinfiziertem Kartoffelknol­
lengewebe (Sorte: Uoivita). 
Fig. 1. Fatty acid profil of non 
infected potato-tuber tissue 
(cultivar: Univita). 
Abb. 2. Fettsäureprofil von 
Stengelgewebe der Auberginen 
Kontrollpflanze inokuliert mit 
Ringer-Lösung. 
Fig. 2. Fatty acid profile of 
stem tissue of the eggplant in­
oculated with Ringer's solu­
tion. 
Abb. 3. Fettsäureprofil eines 
Cms-Referenzstammes (DSM 
1757). 
Fig. 3. Fatty acid profile of a 
Cms reference strain (DSM 
1757). 
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 42. 1990 
J. JÄGER u. a., Ein schneller Nachweis von Clavibacter michiganensis ssp. 89 
Treten während der ersten beiden Schritte in der Flüssigkeit 
Gasblasen auf, so ist das Röhrchen undicht und die Präpara­
tion muß verworfen werden! 
Zur Extraktion der Fettsäureester wurde die Präparation 
mit 1,2 ml Reagenz 310 min ausgeschüttelt (end over end) und 
die Ether/-Hexan-Phase anschließend 5 min mit 3 ml Rea­
genz 4 basisch gewaschen (end over end). 
Die Gas-Chromatographie erfolgte mit einem Perkin-Elmer 
8320 Kapillar-Gas-Chromatographen mit einer Macherey und 
Nagel fused silica Kapillarsäule des Typs permabondR OV-1 
(25 m x 0,25 mm ID). 
Von den Kartoffelgewebepräparationen wurden 5 µ1 inji­
ziert, von den Auberginengewebepräparationen 2 µl. 
Als Fettsäure-Standard diente der Bacterial Acid Methyl 
Esters CP™ Mix (Supelco; Cat. No.: 4-7080). 
Reagenz 1 (Verseifung): 
45,00 g NaOH p.A. + 150 ml MeOH p.A. + 150 ml H20 (bi­
dest) 
Reagenz 2 (Methylierung): 
325 ml HCl p.A. 6,00 N + 275 ml MeOH p.A. 
Reagenz 3 (Extraktion): 
200 ml Hexan p.A. + 200,00 ml Ethylether p.A. (2 % EtOH) 
Reagenz 4 (basisches Waschen): 
10,80 g NaOH p.A. + 900 ml H20 (bi-dest) 
GC-Parameter: Carrier-Gas: Ultra high purity Hydrogen 
Column head pressure: 10 psi 
Split ratio: 100:1 
Split vent: 50 ml/min 
Septum purge: 5 ml/min 
FID Hydrogen: 30 ml/min 
FID Air: 400 ml/min 
Initial temperature: 170 °C 
Initial time: 0 min 
Program rate 1: 5 °C/min up to 230 °C 
Program rate 2: 30 °C up to 270 °C 
Iso time: 2 min 
Injection port: 250 °C 
FID temperature: 300 °C 
FID sence: high 
Abb. 4. Fettsäureprofil einer 
Cms-inokulierten Auberginen­
pflanze. 
Fig. 4. Fatty acid profile of an 
eggplant inoculated with Cms.
Ergebnisse und Diskussion 
Die Fettsäureprofile der nicht befallenen Kartoffelknollen der 
Sorten Grata, Isola und Univita zeichnen sich durch ihre 
einfache Struktur mit nur wenigen Fettsäuren aus ohne sich 
deutlich voneinander zu unterscheiden. 
Das repräsentativ ausgewählte Fettsäureprofil der Sorte 
Univita (Abb. 1) zeigt vier dominierende Peaks, die auf 
Grund ihrer Retentionszeiten als Fettsäuren mit C-14-, C-16-, 
C-17- und C-18-Körpern angesprochen werden können.
Das Fettsäureprofil der mit Ringer-Lösung inokulierten
Auberginen-Kontrollpflanze (Abb. 2) ist komplexer aufge­
baut. Die Mehrzahl der detektierten Fettsäuren ist darin aber 
nur mit sehr geringen Mengenanteilen vertreten. Die Haupt­
masse der Auberginen-Fettsäuren besitzt C-18-Körper. 
Das Profil der Cms-Referenzstämme (Abb. 3: DSM 1757) 
ist sehr einfach und charakteristisch strukturiert. Die Peaks 
repräsentieren nach ihrer Retentionszeit C-15-, C-16- und C-
17-Körper (Tab. 1).
Tab. 1. Qualitatives Ganzzell-Fettsäureprofil von Cms
Peak Nr.: 
l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
Retentionszeit 
4.12: 
4.28: 
4.32: 
5.32: 
5.74: 
6.61: 
6.67: 
Fettsäure 
15:1 anteiso 
15:0 iso 
15 :0 anteiso 
16:0 iso 
16:0 
17:0 iso 
17:0 anteiso 
Cmm-Profile weisen gegenüber denen von Cms zwei Merk­
male auf, die eine sichere Unterscheidung ermöglichen: 
1. Das Flächenverhältnis von Peak 1 :Peak 3 beträgt bei Cms
0,3:1 bei Cmm dagegen aber 0,08:1, wobei Peak 3 bei Cms
und Cmm die gleichen Flächeninhalte aufweist.
2. Cmm weist bei einer Retentionszeit von ca. 9,55 min einen
ausgeprägten Peak auf, der Cms vollständig fehlt.
Die bei der Untersuchung der infizierten Auberginenpflan­
zen (Abb. 4) und der Kartoffelknollen (Abb. 5) erhaltenen 
Profile sind durch Überlagerung entstanden. Sie beinhalten im 
vorderen Bereich jeweils die bakterielle Komponente, im 
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Abb. 5. Fettsäureprofil von mit 
Cms natürlich infiziertem Kar­
toffelknollengewebe . 
Fig. 5. Fatty acid profile of pu­
tato-tuber tissue naturally in­
fected by Cms. 
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hinteren Bereich die pflanzliche. Beide sind sicher zu differen­
zieren, obwohl bei parallel durchgeführten Isolationsversu­
chen eine ausgeprägte mikrobielle Begleitflora festgestellt 
wurde. Der Grund für die im Vergleich zum Referenzchroma­
togramm (Abb. 3) geringeren Peakhöhen, also Mengenan­
teile, der bakteriellen Fettsäuren im Spektrum der infizierten 
Kartoffelknollen ist in der Tatsache zu finden, daß die Haupt­
masse des entnommenen Kartoffelgewebes aus Parenchym 
bestand und die Gefäßanteile nur einen Bruchteil des entnom­
menen Gewebes ausmachten. Trotzdem läßt sich der Befall 
der Kartoffelknollen mit Cms mit dieser Methode eindeutig 
diagnostizieren. 
Der Nachweis von Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni­
cus durch die Erstellung eines Gesamtfettsäureprofils von 
Kart0tfelknollengewebe und Bacterium ist nach der hier vor­
gestellten Untersuchung eine Technik mit großer Potenz. Bei 
Anwendung dieser Methode ließe sich der Zeitaufwand 
gegenüber dem bisher durchgeführten Verfahren: Immunfluo­
reszenzmikroskopie - Pathogenitätstest - Immunfluoreszenz­
mikroskopie drastisch senken. Die Sicherheit der Untersu­
chung ließe sich auf Grund der charakteristischen und rassen­
spezifischen Fettsäureprofile deutlich erhöhen. 
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